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【摘要 】 BS RB WANE aE D OL Hl ERA ee PARE ETE HI, th BS 
RUE SAY HE EA AE No EAA ZA 2e LEA] E S ZR ESE PS 8] Ps DS ELAS ETS E- AFE A ANS AT], 90% 
VA ERE TERT IE ES lh, 2 EP 1 Pe PE REP ASE ORT BBU fi 
Tr A FT RRP Ws A HL Pe Re, PT EJP LE - 肝癌 疾病 进展 中 的 动态 变化 规律 ， 探 索 预 防 肝 硬 
化 进展 为 肝癌 的 潜在 策略 。 方 法 ”本 研究 通过 从 GEO 数据 库 获 取 健 康 、 肝 硬化 及 肝癌 组 织 的 单 细胞 转录 组 学 数据 。 
健康 及 肝 硬 化 数据 来 自 GEO 数据 库 GSE136103 数据 集 ， 取 自 5 例 健康 肝脏 以 及 5 例 肝 硬 化 肝脏 的 数据 。 肝 癌 数 据 来 
H GEO 数据 库 GSE149614 数据 集 ， 取 自 10 例 肝 癌 患 者 的 数据 。 通 过 Seurat 软件 包 分 别 对 肝 硬 化 及 肝癌 样本 的 数据 进 
行 聚 类 ， 鉴 定 各 个 细胞 类 型 。 将 肝 硬 化 样本 中 的 3 徐 巨 哈 细 胞 亚 群 提取 后 ,分 析 各 个 亚 群 前 200 特异 性 表达 基因 ， 应 
用 Metascape 在 线 分 析 软 件 对 各 亚 复 特异 性 表达 基因 进行 功能 分 析 。 提 取 巨 唉 细胞 亚 群 肝 硬化 特异 性 表达 基因 ， 通 过 
KEGG 功能 分 析 探 究 巨 噬 细 胞 在 肝 硬 化 中 的 功能 。 将 肝 硬 化 以 及 肝癌 单 细 胞 转录 组 数据 通过 Cell Chat 软件 包 进 行 细胞 
间 相 互 作用 分 析 ， 对 比 肝 硬化 与 肝 细 胞 癌 样 本 巨 哈 细胞 细胞 通讯 的 差异 。 将 健康 对 照 、 肝 硬化 以 及 肝癌 三 者 不 同 来 源 
的 巨星 细胞 通过 Harmony 软件 包 去 批 次 效应 ,之 后 导入 Monocle 软件 包 进 行 伪 时 序 分 析 , 构建 健 康 肝 脏 - 肝 硬化 肝脏 - 肝 
癌 巨 噬 细 胞 的 演变 轨迹 。 利 用 limma 软件 包 找 寻 在 健康 肝脏 — 肝 硬 化 肝脏 - 肝癌 巨 哈 细胞 的 演变 过 程 中 连续 上 调 以 及 
下 调 的 基因 ， 并 进行 功能 富 集 分 析 。 结 果 ”对 所 有 细胞 进行 无 监督 聚 类 ， 根据 标记 基因 表达 情况 ， 共 提取 出 3B 
细胞 亚 篮 ( 分别 为 Macl, Mac2 fll Mac3) o HEHP Macl 起 源 于 组 织 驻 留 巨 哈 细胞 (Kuffer 细胞 ) ，Mac2 以 及 Mac3 起 
源 于 血液 单 核 细胞 ， 并 且 其 数量 在 肝 硬 化 组 织 中 明显 增多 。 在 肝 硬 化 组 织 中 的 Macl 表现 了 适应 性 免疫 系统 ( adaptive 
immune system ) 相 关 功 能 的 上 调 , Mac2 以 及 Mac3 WEL Ze SR B f Ws I ( Phagosome ) 相 关 功 能 以 及 抗原 提 明 功能 的 下 调 。 
肝 硬 化 与 肝癌 样本 中 巨 哈 细胞 与 其 他 类 型 细胞 的 通讯 存在 巨大 的 差异 。 某 些 细胞 间 通 讯 仅 发 生 于 肝 硬 化 巨 哈 细胞 中 ， 
这 包括 干扰 素 - I OFN- M) 以 及 CD40 等 信号 通路 的 细胞 通讯 。 经 过 去 批 次 效应 的 处 理 后 ， 对 健康 肝脏 、 肝 硬化 肝 
庄 以 及 肝癌 巨 哈 细 胞 进行 伪 时 序 分 析 ， 结 果 提 示 三 组 数据 存在 特定 的 时 序 关系 。 本 研究 发 现 81 个 在 该 过 程 中 连续 下 
调 的 基因 ， 然 而 未 发 现在 健康 肝脏 — 肝 硬 化 肝脏 — 肝 交 巨 噬 细 胞 演变 过 程 中 连续 上 调 的 基因 。 功 能 分 析 提示 连续 下 调 
基因 存在 对 细菌 的 免疫 反应 的 功能 富 集 。 结 论 。 肝 硬化 巨星 细胞 可 以 分 为 3 个 亚 群 ， 其 中 Macl 来 自 于 肝脏 固有 Kuffer 
细胞 ，Mac2、Mac3 来 自 于 血液 单 核 细 胞 。 肝 硬化 中 诸多 免疫 相关 细胞 通讯 例如 IFN- 了 以 及 CD40 通路 在 肝 细 胞 癌 中 
消失 。 健 康 肝脏 - 肝 硬 化 肝脏 - 肝癌 巨 哈 细胞 演变 过 程 存在 对 细菌 的 免疫 反应 的 持续 下 调 ， 这 可 能 加 重 了 门 脉 高 压 造 
成 的 肠 道 菌 群 位 移 的 危害 。 对 于 肝 硬 化 患者 ， 尽 早 地 治疗 门 脉 高 压 造成 的 肠 漏 ， 可 能 是 重要 的 治疗 策略 。 
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[Abstract] Background Hepatic macrophages play a vital role in the defense mechanisms and maintaining the 
internal environment stability of body, and are also major cellular components involved in liver injury and repair. Macrophages 
derived from hematopoietic stem cells exhibit distinct gene regulation patterns compared to resident macrophages in the liver. More 
than 90% of primary liver cancer occurs on the basis of cirrhosis, and the dynamic changes of macrophages in the progression 
of cirrhosis to hepatocellular carcinoma are worth exploring. Objective To analyze the transcriptomic differences of hepatic 
macrophages originating from diverse sources, analyze the dynamic pattern of macrophage changes in liver cirrhosis and liver 
cancer progression, and explore potential strategies for preventing the progression of liver cancer. Methods In this study, 
single-cell transcriptomics data of healthy, cirrhotic and hepatocellular carcinoma ( HCC ) tissues were obtained from the 
Gene Expression Omnibus ( GEO ) database. The healthy and liver fibrosis data were obtained from the GSE136103 dataset of 
the GEO database, which included samples from five healthy liver tissues and five liver cirrhosis tissues. The HCC data were 
obtained from the GSE149614 dataset of the GEO database, which consisted of 21 samples from ten HCC patients. Utilizing the 
Seurat package, a clustering analysis was conducted on the transcriptomic data derived from liver fibrosis and HCC samples 
to identify distinct cell types. Notably, three distinctive clusters of macrophage subtypes were identified within the fibrosis 
samples, from which the top 200 marker genes were extracted. Metascape online analysis software was applied to functionally 
analyze each subcluster-specific expressed gene. Subgroup-specific expressed genes in liver fibrosis were extracted, and the 
function of macrophages in cirrhosis was explored by KEGG functional analysis. The CellChat software package was utilized 
to analyze intercellular interactions within liver fibrosis and HCC single-cell transcriptome data, differences in macrophage 
communication between cirrhosis and HCC samples were compared. Additionally, normal, fibrotic and cancerous macrophages 
were extracted, and batch effect correction was performed using the Harmony package. Subsequently, the Monocle package 
was employed for pseudo-time analysis to construct the developmental trajectory of macrophages spanning from a healthy state 
to fibrosis and eventually to the HCC microenvironment. The limma package was utilized to find genes that are continuously up- 
regulated and down-regulated during the evolution of macrophages from healthy state to cirrhotic state and finally to HCC, and 
functional enrichment analysis was performed. Results | Unsupervised clustering was performed, and a total of three macrophage 
subclusters (designated as Macl, Mac2, Mac3) were identified based on the expression patterns of marker genes. Macl 
originates from tissue-resident macrophages ( Kupffer cells ) . Mac2 and Mac3 derived from blood monocytes and their numbers 
were significantly increased in cirrhotic tissue. Macl in cirrhotic tissue showed up-regulation of adaptive immune system-related 
functions. Mac2 and Mac3 subgroups show down-regulation of phagosome-related functions and antigen presentation functions. 
There were significant differences in communication between macrophages and other cell types in cirrhotic tissue and HCC tissue. 
Certain intercellular communication occurs only in cirrhotic macrophages, including cell communication of signaling pathways 
such as IFN- [I and CD40. After batch effect correction, pseudo-time series analysis was performed on macrophages from 
healthy liver, liver cirrhosis and HCC, the results suggest that there is a specific temporal relationship between the three groups 
of macrophages. This study identified 81 genes that were continuously down-regulated during the process, however, no genes 
were identified that were continuously up-regulated during the evolution of healthy—cirrhotic-HCC macrophage. Functional 
analysis suggested that the continuously down-regulated genes are functionally enriched for immune responses to bacteria. 
Conclusion  Cirrhotic macrophages can be divided into three subgroups, of which Macl derived from liver-resident Kupffer 
cells and Mac2 and Mac3 derive from blood monocytes. Many immune-related cell communications in liver cirrhosis, such as 
IFN- II and CD40 pathways, disappear in HCC. There is a continuous down-regulation of immune responses to bacteria in the 
evolution of healthy —cirrhotic- HCC macrophages, which may exacerbate the destructive effect of portal hypertension-induced gut 
microbiota displacement. For patients with liver cirrhosis, early treatment of portal hypertension-induced intestinal leakage ( leaky 
gut ) may be an important treatment strategy. 
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肝 硬 化 是 稼 见 的 消化 系统 疾病 ， 以 肝脏 广泛 的 纤维 
化 为 特征 。 最 近 的 研究 表明 ， 全 世界 有 8.44 亿 人 患 有 
慢性 肝病 ， 每 年 有 200 万 人 死亡 ， 发 病 率 不 断 上 升 ， 但 
是 目前 还 没有 有 效 的 抗 纤维 化 的 疗法 …。 更 为 重要 的 是 ， 
90% 以 上 的 原 发 性 肝癌 发生 在 肝 硬 化 的 基础 上 "2 。 相 
较 于 其 他 实质 器 官 ， 肝 及 中 的 巨 噬 细 胞 占 肝 内 总 免疫 细 
胞 比例 最 高 ， 并 且 肝 脏 巨 哈 细 胞 在 维持 肝脏 组 织 本 里 力 
至 整个 机 体 的 稳 态 方面 具有 关键 作用 。 越 来 越 多 的 证 据 
表明 ， 除 免疫 作用 外 ， 巨 哈 细 胞 还 有 其 他 作用 ， 包 括 调 
节 造 血 微 环境 、 影 响 新 陈 代谢 、 介 导 组 织 修复 和 调控 及 
胎 组 织 的 成 熟 等 功能 “1 。 已 有 研究 表明 ， 在 硬化 的 肝 
脏 中 ， 与 成 纤维 相关 的 巨 哈 细胞 起 源 于 血液 单 核 细 胞 的 
FE, RETIREE (fibrotic niche) ， 这 些 
巨 喉 细 胞 被 称 为 肝 纤 维 化 惑 室 相 关 巨 吹 细 胞 。 肝 纤维 化 
苞 室 相关 巨 哈 细胞 高 表达 的 基因 包括 SPP1、LGALS3、 
CCL2、CXCL8、PDGFB 和 VEGFA 4& ^7! 。 单 细胞 转 
录 组 学 测序 (single-cell RNA sequencing, scRNA-seq ) 
为 临床 对 疾病 发 病 机 制 的 研究 提供 了 一 种 新 方法 ， 人 允许 
应 用 前 所 未 有 的 分 状 率 对 单个 细胞 群 进行 分 析 “ 。 本 
人 研究 使 用 scRNA-seq 人 研究 肝 纤 维 化 中 各 个 巨星 细胞 亚 
群 的 转录 组 差异 ， 并 探讨 肝 人 硬化 进展 为 肝癌 的 过 程 中 巨 
鸣 细 胞 相关 基因 及 通路 的 动态 变化 。 

1 材料 与 方法 
1.1. 单 细胞 数据 的 获取 

从 GEO 数据 库 ( Gene Expression Omnibus, GEO ) 
获取 健康 、 肝 纤维 化 及 肝癌 组 织 的 单 细胞 数据 ， 健 康 及 
肝 纤 维 化 数据 来 自 GEO 数据 库 GSE136103 数据 集 ， 包 
FE 5 例 健康 肝脏 、5 例 肝 硬 化 肝脏 样本 ， 肝 癌 数 据 来 自 
于 GEO 数据 库 GSE149614 数据 集 ， 包 括 10 例 肝癌 患 
者 的 数据 。 

1.2 ”对 单 细 胞 数据 进行 预 处 理 : 质 控 和 标准 化 

将 下 载 的 健康 肝脏 、 纤 维 化 肝脏 以 及 肝癌 的 单 
细胞 转录 组 数据 ， 分 别 导 入 Seurat 软件 包 ， 进 行 细 
胞 类 型 的 鉴定 。 首 先 对 单 细 胞 数据 进行 质 控 ， 使 用 
PercentageFeatureSet PK Zi it 45: £X AE pk Eb fp], b YE du 
线粒体 比例 超过 20% 的 细胞 。 然 后 用 NormalizeDate 
函数 对 数据 进行 标准 化 ， 使 用 全 局 缩放 归 一 化 方法 
"LogNormalize" , 用 总 表达 量 对 每 个 细胞 的 基因 表达 式 
进行 归 一 化 ， 再 乘 以 一 个 缩放 因子 〈 默认 为 10 000 ) ， 
然后 对 结果 进行 log 转换 。 接 下 来 ， 计 算数 据 集中 表现 
出 细胞 间 变 异 的 特征 基因 。 用 FindVariableFeatures PK 
数 实现 ， 每 个 数据 集 返 回 2 000 个 高 变 基 因 ， 这 些 将 用 
于 下 游 PCA 分 析 。ScaleData 函数 实现 线性 变换 ， 是 在 
PCA 降 维 之 前 的 一 个 标准 预 处 理 步 又 。 接 下 来 ， 对 缩放 
的 数据 执行 PCA。 使 用 JackStraw 和 Elbow plot 命令 确 
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定数 据 的 维度 。 应 用 KNN 算法 进行 聚 类 ， 然 后 进行 非 
线性 降 维 (t-distributed stochastic neighbor embedding, 
tSNE ) ， 利 用 FindMarkers 命令 ， 可 以 找到 各 个 细胞 类 
型 中 与 其 他 类 别 的 差异 表达 基因 ， 作 为 该 细胞 类 型 的 生 
物 学 标志 基因 。 对 比 CellMakers 网 站 各 细胞 标记 基因 进 
行 细胞 注释 。 应 用 Subset 函数 提取 出 后 续 要 进行 分 析 的 
E EZH É o 
1.3 ”差异 基因 的 功能 分 析 

在 肝 人 硬化 巨 哈 细 胞 中 特异 性 上 调 以 及 下 调 的 
基因 在 应 用 org.Hs.eg.db 进行 基因 ID 转换 后 ， 应 用 
clusterProfiler 进行 KEGG 功能 富 集 分 析 。 应 用 limma 软 
件 包 分 析 肝 硬化 — 肝癌 疾病 进展 特异 性 上 调 以 及 下 调 的 
基因 。 
14 纤维 化 、 肿 瘤 巨 只 细胞 与 其 他 细胞 间 的 通讯 分 析 

CellChat 是 一 个 能 够 从 单 细胞 RNA 测序 ( scRNA- 
seq) 数据 中 定量 推断 和 分 析 细 胞 间 通 讯 网 络 的 R 包 ， 
其 需要 细胞 的 基因 表达 数据 作为 输入 ， 并 通过 整合 基因 
表达 与 信号 配 体 、 受 体 及 其 辅助 因子 之 间 的 相互 作用 的 
先 验 知识 来 建立 细胞 - 细胞 交流 的 概率 ， 进 而 对 细胞 间 
通讯 做 出 预测 ， 并 提供 多 种 可 视 化 方法 。 分 别 对 纤维 化 
组 织 中 Macl, Mac2, Mac3 以 及 肿瘤 组 织 巨 喉 细 胞 与 其 
他 细胞 进行 细胞 间 通 讯 分 析 ， 得 到 巨 哈 细胞 在 纤维 化 与 
肿瘤 组 织 和 各 种 细胞 通讯 的 通路 ， 对 比 纤维 化 以 及 肿瘤 
组 织 的 特异 性 通路 。 
1.5 ”健康 、 肝 硬化 、 肿 瘤 组 织 巨 叭 细胞 的 伪 时 序 分 析 

将 健康 、 纤 维 化 、 肿 瘤 组 织 巨 噬 细 胞 数据 整合 ， 经 
Harmony 包 去 批 次 效应 后 ， 将 整合 数据 导入 Monocle 包 ， 
应 用 DDRTree 函数 进行 降 维 ， 得 出 细胞 转化 顺序 。 并 
用 differentialGeneTest 函数 寻找 各 组 随 伪 时 间 变 化 的 基 
16 ”基于 在 线 分 析 软 件 的 功能 富 集 分 析 

Metascape 是 一 个 功能 强大 的 基因 功能 注释 分 析 工 
具 ， 可 进行 批量 基因 和 和 蛋白 质 的 分 析 并 实现 对 基因 功能 
分 析 。 本 研究 应 用 Metascape 在 线 分 析 软 件 对 特异 性 富 
集 基 因 进 行 功能 分 析 。 


2 结果 


24 巨 噬 细 胞 亚 聚 类 及 其 功能 分 析 

提取 单 核 巨 只 细胞 数据 ， 分 为 10 SA AIRE, 分别 
为 单 核 细胞 (Monol, Mono2, Mono3 ) , E IZ RE, ( Mac, 
Mac2, Mac3) ， 树 突 状 细胞 (cDC1, eDC2, pDC) ( 
1A) ， 并 使 用 dittoSeq 函数 显示 各 个 亚 复 在 健康 组 及 肝 
硬化 组 所 占 的 比例 (图 1B) ， 其 中 Macl 在 健康 组 织 
中 比例 较 高 ，Mac2、Mac3 在 肝 硬 化 组 织 中 所 占 比 例 较 
高 。 提 取 3 RAMA (图 1C、D) ， 并 显示 各 个 亚 
JK top5 标记 基因 (图 IF) 。 在 3 艇 巨 哈 细胞 中 ，Macl 
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高 表达 基因 CD163 和 MARCO, (i FRIE fA E mAn 
HE ( Kuffer 细胞 ) , Mac2 以 及 Mac3 高 ish TREM2, 
CD9 Fil MNDA, [Bi a] T EE 208 REDE US ES] E k a H.C 
IE) 5 

提取 的 Macl, Mac2 以 及 Mac3 亚 群 各 自 top200 标 
记 基 因 ， 导 入 网 页 分 析 工 具 Metascape 中 做 功能 富 集 分 
析 探 究 各 簇 巨 噬 细 胞 功能 (图 2) 。Macl 的 功能 主要 
为 “固有 免疫 反应 ” “免疫 反 应 调节 ”以 及 “炎症 反应 ”。 
Mac2 的 功能 主要 为 “核糖 体 ， 细 胞 质 ”“ 含 有 TRBP 
的 复合 物 (DICER, RPL7A, EIF6, MOVIO 和 60S 核糖 
体 颗粒 的 亚 基 ) ”以 及 “核糖 体 组 装 ”。Mac3 的 功能 
主要 为 “血管 生成 ”“ 伤 口 反 应 ”以 及 “细胞 运动 的 正 
向 调节 ”。 

将 Macl, Mac2 以 及 Mac3 亚 群 中 肝 硬 化 组 织 特异 
性 上 调 以 及 下 调 的 基因 进行 分 析 。 结 果 发 现 Macl 亚 群 
的 差异 基因 主要 为 上 调 基 因 ，Mac2 以 及 Mac3 亚 群 的 

异 基因 主要 是 下 调 基 因 。 后 续 对 Macl 中 的 上 调 基 
因 ， 以 及 Mac2 和 Mac3 亚 群 的 下 调 基因 进行 KEGCG 功 
能 富 集 分 析 (图 3) 。 根 据 KEGG 的 结果 ， 在 肝 硬 化 组 
织 中 的 Macl 表现 了 适应 性 免疫 系统 ( adaptive immune 
system ) 的 相关 功能 的 上 调 。Mac2 以 及 Mac3 亚 群 均 表 
Pt A MEK (Phagosome ) 相关 功能 以 及 抗原 提 旦 功能 
的 下 调 。 提 示 肝 硬化 中 Mac2 以 及 Mac3 亚 群 巨星 细胞 


1.0 

®©Macl 2 

@ Mac2 g 

€ Mac3 * 
@Monol ,,0.5 

6€ Mono2 5 

Ne € Mono3 2 

1 ecDC1 O 

gpí& © cDC2 a 
5 pDC 0.0 

9 Cycling 


T 
50 


CD9 


TREM2 


Percent Expressed sioon6 


MARCO e 25 LGALS1 


e 50 FCN1 
@ 75 SPARCL1 | 
CD163 GNG11 i | 
TM4SF1 | 
IGFBP7 
E Macl Mac2 Mac3 : d | | 
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可 能 存在 免疫 功能 的 衰退 。 
2.22. 肝 硬 化 以 及 肝 细胞 癌 中 巨 吹 细胞 亚 群 细胞 通讯 分 


析 

肝 硬 化 与 肝 细 胞 癌 样 本 中 巨 哈 细胞 与 其 他 类 型 细 
胞 的 通讯 存在 巨大 的 差异 (图 4A、4B ) 。 某 些 细胞 间 
通讯 仅 发 生 于 肝 硬 化 巨 鸭 细胞 中 ， 这 包括 IFN- 开 以 及 
CD40 等 信号 通路 的 细胞 通讯 (图 4C、4D ) 。 在 肝 硬 化 
样品 中 ，IFN- Il fi A T Zi DA NK 细胞 发 出 ， 并 
H Macl, Mac2 以 及 Mac3 通过 IFNGRI1 LUE IFNGR2 接 
收 相关 信号 。 而 CD 信号 的 通讯 仅 存 在 于 单 核 细 胞 起 
源 的 Mac2 以 及 Mac3， 信 和 号 由 了 细胞 发 出 ， 由 ITGAS, 
ITGB1, ITGAM 以 及 ITGB2 接收 。 而 上 述 信号 通讯 均 没 
有 出 现在 肝癌 的 样品 中 ， 这 反映 了 从 肝 硬 化 到 肝癌 巨 鸣 
细胞 亚 群 细胞 通讯 存在 剧烈 的 变化 ，IFN- 卫 以 及 CD40 
等 免疫 相关 信号 通路 减弱 ， 这 同样 也 是 巨 哈 细胞 存在 免 
疫 功能 衰退 的 又 一 个 证 据 。 
2.5 Elan Ae Ze AT AE tL - 肝癌 疾病 进展 中 的 伪 时 序 分 
dr 


肝 硬 化 — WESCE RETE Ze A ET], AS 
究 充 分 利用 伪 时 序 分 析 的 技术 对 上 述 动态 过 程 进行 了 分 
析 。 经 过 去 批 次 效应 后 ， 健 康 肝 脏 、 肝 硬化 肝脏 以 及 
肝癌 巨 哈 细胞 单 细胞 转录 组 学 数据 进行 了 联合 分 析 ( 图 
5A) 。 通 过 基因 表达 的 梯度 构建 了 健康 肝脏 、 肝 硬化 
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函数 显示 各 个 亚 复 在 健康 组 及 肝 硬 化 组 所 占 的 比例 ，C 为 提取 Macl、 
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Mac2, Mac3 WE, D 为 Macl, Mac2, Mac3 在 健康 及 纤维 化 组 织 中 的 分 布 , E W Macl, Mac2, Mac3 高 表达 基因 气泡 图 ,下 为 Macl、Mac2、 


Mac3 top5 标记 基因 热 图 。 


图 1 巨 鸣 细 胞 亚 群 分 类 


Figure 1 Macrophage sub-clustering 
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整体 上 说 ,健康 肝脏 、 肝 硬化 肝脏 巨星 细胞 的 时 序 较 为 
接近 ， 而 肝癌 巨 噬 细 胞 距离 前 两 个 较 遥 远 。 


2.4” 肝 硬化 - 肝癌 疾病 进展 中 巨 噬 细胞 的 功能 分 析 
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MERETHE, PP REC HELA SF EL E R E SEE 
化 可 以 考虑 为 同一 个 病 生理 过 程 ， 将 健康 肝脏 与 肝 硬 化 
肝脏 巨 噬 细 胞 的 差异 基因 ， 肝 硬化 肝脏 与 肝 瘤 巨 噬 细 胞 
的 差异 基因 分 别提 取 并 取 交 集 ( 图 6A, 6B) 。 结 果 未 
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Figure2 Functional enrichment analysis of macrophages 
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发 现任 何 连续 上 调 的 基因 。 连续 下 调 的 基因 有 8146 ( 
6C) ， 其 功能 富 集 分 析 提 示 与 细菌 的 免疫 反应 高 度 相 关 
(图 6D ) 。 由 于 肝 硬 化 患者 门 脉 压力 上 升 造成 肠 道 
群 移 位 ， 通 过 门静脉 进入 肝脏 的 细菌 以 及 毒素 的 增加 ， 
进一步 加 重 了 肝脏 的 慢性 炎症 以 及 肝 硬 化 的 进程 。 而 本 
研究 分 析 发 现 一 系列 巨 噬 细 胞 存在 免疫 功能 衰退 的 现 
象 ， 可 能 会 进一步 加 重 上 述 过 程 


3 讨论 


早期 阶段 的 肝 硬 化 常 伴随 炎症 反应 
胞 主要 扮演 着 清除 细菌 和 细胞 垃圾 的 角 
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0 如 肿瘤 坏死 因 
F a (TNF-a ) 和 白介素 ( -6 等 ,这些 细胞 因子 
UA A t 。 肝 硬化 的 中 期 阶段 ， 
随 着 炎症 反应 的 加 剧 ， 巨 鸣 细 胞 逐渐 转化 为 促 炎 细胞 ， 
释放 大 量 的 炎症 因子 和 细胞 因子 ,如 IL-1B FIL-18 等。 
这 些 因子 能 够 引起 肝脏 细胞 的 凋 亡 和 纤维 化 ， 从 而 加 速 
肝 硬 化 的 发 展 "| 。 在 肝 硬 化 晚期 阶段 ， AN Hl EX. 
肝脏 内 纤维 化 细胞 的 主要 来 源 之 一 。 巨 唉 细胞 可 以 通过 
分 泌 转 化 生长 因子 B (TGF-B ) 等 细胞 因子 ， 促 进 肝 
脏 中 成 纤维 细胞 的 增生 和 转化 ， 从 而 形成 肝脏 内 的 纤维 
toy), 
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图 3 巨 吻 细 胞 亚 群 肝 硬 化 特异 表达 基因 的 功能 学 分 析 


Figure3 The functional analysis of specific genes in cirrhotic macrophages 
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细胞 通过 分 泌 促 血管 生成 生长 因子 协助 形成 复杂 的 血管 
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细胞 与 其 他 类 型 细胞 IFN- 了 [通路 信号 强度 ,D 为 肝 硬 化 样本 中 
图 4 肝 硬 化 以 及 肿瘤 中 
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他 类 型 细胞 CD40 通路 信和 号 强度 。 
巨星 细胞 的 细胞 通讯 分 析 


Figure 4 Cell communication analysis of cirrhotic, and hepatocellular carcinoma macrophages 
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图 5 


健康 肝脏 、 肝 硬化 肝脏 以 及 肝癌 巨 只 细胞 的 伪 时 序 分 析 


Figure 5  Pseudotime analysis of healthy, cirrhotic, and hepatocellular carcinoma macrophages 


的 功能 富 集 。Mac2 亚 群 富 集 了 VEGFA-VEGFR2 的 信 
号 ， 而 Mac3 亚 群 功能 富 集 分 析 中 排名 第 一 位 的 即 为 血 
‘HEM (Angiogenesis ) o Mi Macl 亚 群 作为 肝脏 固有 的 
Kupper 细胞 ， 主 要 发 挥 了 固有 免疫 (innate immune ) 的 
相关 功能 。 

肝 硬 化 伴随 着 肠 肝 轴 功 能 的 异常 ， 门 脉 压力 上 升 造 
成 的 肠 道 水 肿 导 致 了 肠 道 菌 群 失调 、 肠 道 屏障 受 损 和 细 
菌 转 位 增加 5 。 巨 鸣 细 胞 作为 一 种 具备 抗原 提 呈 功能 
的 细胞 ” ， 增 加 的 细菌 转 位 可 能 会 导致 肝 硬 化 组 织 中 
巨 鸣 细 胞 抗原 提 呈 功能 的 变化 。 本 研究 中 发 现 ， 肝 硬化 
中 的 巨 噬 细 胞 确实 表现 出 抗原 提 呈 功能 的 富 集 ， 但 是 单 
核 细 胞 起 源 的 Mac2 以 及 Mac3 巨 唉 细胞 亚 群 中 出 现 了 
抗原 提 呈 功能 的 下 调 。 


肝 细 胞 癌 中 巨 蜂 细胞 表 型 可 能 在 数 年 前 的 肝 硬 化 阶段 已 
经 存在 。 并 且 这 种 早期 出 现 衰 退 的 巨 吹 细 胞 表 型 ， 由 于 
显著 的 富 集 了 针对 细菌 的 免疫 反应 的 功能 ， 可 能 与 门 肪 
高 压 之 下 肠 肝 轴 的 异常 状态 有 关 。 经 贷 静脉 于 内 门 体 分 
流 术 是 一 种 潜在 的 可 以 通过 降低 门 脉 压力 从 而 减轻 肠 漏 
的 技术 手段 ,但 是 该 技术 是 否 可 以 通过 早期 干预 肠 道 菌 
群 移 位 减缓 肝 人 硬化 进展 至 肝癌 仍 需 要 更 多 的 研究 以 及 探 
讨 。 

综 上 所 述 ， 本 研究 通过 生物 信息 学 的 技术 手段 ， 对 
公共 数据 库 中 健康 肝脏 、 肝 硬化 肝脏 以 及 肝癌 样品 数据 
的 分 析 ， 探讨 了 巨 哈 细胞 在 肝 人 硬化 — 肝癌 疾病 进展 中 的 
功能 。 通 过 细胞 通讯 ， 伪 时 序 分 析 等 技术 充分 挖掘 的 了 
肝 硬 化 - 肝 痛 疾病 进展 中 巨 哈 细 胞 表 型 的 变化 ， 为 以 肝 


肝 人 硬化 -肝癌 疾病 进展 中 巨 哈 细胞 伪 时 序 以 及 后 
续 的 功能 分 析 提 示 了 门 脉 压力 上 升 造成 的 肠 汤 (Leaky 
gut) 与 巨星 细胞 功能 的 改变 可 能 具有 协同 的 效应 。 巨 
哈 细 胞 中 连续 下 调 的 基因 有 81 个 ， 其 功能 富 集 分 析 提 
示 与 细菌 的 免疫 反应 高 度 相 关 。 目 前 已 经 有 研究 提示 了 
肝 硬 化 患者 门 脉 压 力 上 升 造成 了 肠 道 菌 群 移 位 ”1 。 
肝 硬 化 患者 肠 道 菌 群 的 改变 与 患者 的 死亡 率 相关 ， 并 且 
经 人 颈 静 脉 肝 内 门 体 分 流 术 降 低 门 脉 压力 后 ， 上 肠 道 菌 群 可 
以 被 重 构 “2 。 巨 噬 细 胞 在 肝 硬 化 - 肝癌 疾病 进展 中 
免疫 功能 逐渐 消退 ，“ 守 门 员 ” 功 能 失守 ， 可 能 是 肝 硬 
化 形成 以 及 进一步 进展 为 肝 细 胞 癌 的 一 个 标志 性 事件 。 

在 肝 硬 化 进展 至 肝癌 过 程 通常 需要 数 年 的 时 间 ， 由 
于 巨星 细胞 存在 众多 持续 表达 下 调 的 基因 ， 这 可 能 提示 


脏 巨星 细 胞 为 识 点 预防 肝 硬 化 进展 为 肝癌 的 潜在 策略 提 
供 了 思路 。 健 康 肝脏 — 肝 硬 化 肝脏 - 肝癌 巨 唉 细胞 演变 
过 程 存在 对 细菌 的 免疫 反应 的 持续 下 调 ， 这 可 能 与 门 脉 
高 压 造成 的 肠 道 菌 群 位 移 不 断 通过 门静脉 进入 肝脏 具有 
协同 作用 ， 促 进 了 肝脏 的 慢性 炎症 以 及 肝 硬 化 的 进展 。 
对 于 肝 硬 化 患者 ， 尽 早 地 治疗 门 脉 高 压 造 成 的 肠 漏 并 切 
断 其 与 巨 哈 细胞 免疫 功能 衰退 的 协同 作用 可 能 是 重要 的 
治疗 策略 。 

作者 贡献 : 任 凌 营 提出 研究 思路 ， 设 计 研 究 方案 ， 
研究 命题 的 提出 、 设 计 ， 进 行 数据 分 析 ， 绘 图 ， 扎 写 初 
稿 ; 卢 子 琪 负责 数据 收集 、 筛 选 ， 共 同 进行 研究 命题 的 
提出 、 设 计 及 论文 书写 ; 齐 威 提 出 研究 思路 ,设计 研究 
方案 ， 负 责 论文 起 草 ; 冯 志 杰 提出 研究 思路 ， 设 计 研 究 
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TE: A 为 健康 肝脏 与 肝 硬 化 肝脏 巨 噬 细 胞 的 基因 差异 分 析 ; B 为 肝 硬 化 肝脏 与 肝癌 巨 噬 细 胞 的 基因 差异 分 析 ; C 为 健康 肝脏 与 肝 硬化 肝脏 巨 

鸣 细 胞 的 差异 基因 ， 肝 硬化 肝脏 与 肝癌 巨 鸣 细 胞 的 差异 基因 分 别提 取 并 取 交 集 ，81 个 连续 下 调 的 基因 功能 富 集 分 析 ; D 为 81 个 连续 下 调 的 基因 
在 健康 组 、 肝 硬化 组 、 肝 癌 组 表达 量 的 变化 。 
6 ”健康 肝脏 、 肝 硬化 肝脏 至 肝癌 过 程 中 巨 蜂 细胞 下 调 基 因 的 功能 分 析 


Figure 6 The functional analysis of down-regulated genes during the evolution of health—cirrhotic—hepatocellular carcinoma macrophages 
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方案 ， 负 责 最 终 版 本 修订 ， 对 论文 负责 。 
本 文 无 利益 冲突 。 
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